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Abstrakt
Ca2+/kalmodulin-dependentńı proteinkinasy jsou členy významné CaMK rodiny, která
se účastńı CaMK kaskády. Jedńım z nich je Ca2+/kalmodulin-dependentńı proteinkina-
sakinasa 2 (CaMKK2), která je aktivována vazbou komplexu Ca2+/CaM. CaMKK2 se
od většiny ostatńıch proteinkinas lǐśı zejména strukturou v bĺızkosti αE-helixu a auto-
inhibičńı domény.
Protože se autoinhibičńı doména překrývá s Ca2+/CaM-vazebnou doménou, lze před-
pokládat, že vazba kalmodulinu zp̊usobuje strukturńı změny v oblastech interaguj́ıćıch
s autoinhibičńı doménou a ovlivňuje př́ıstupnost těchto oblast́ı pro jiné molekuly. Pro
ověřeńı tohoto předpokladu byl exprimován a vypurifikován mutant CaMKK2 W445F,
v jehož sekvenci se nacháźı pouze jeden tryptofanový zbytek na pozici 374, který se
nacháźı v bĺızkosti sledované oblasti helixu αE. Strukturńı změny v této oblasti byly
pozorovány prostřednictv́ım zhášeńı intenzity fluorescence tryptofanového zbytku Trp374
prostřednictv́ım akrylamidu.Tato měřeńı mohou poskytnout informaci o př́ıstupnosti sle-
dované oblasti. Porovnáńı zhášeńı fluorescence v př́ıtomnosti a nepř́ıtomnosti kalmodu-
linu naznačilo, že při interakci CaMKK2 s kalmodulinem docháźı ve sledované oblasti v
bĺızkosti Trp374 ke strukturńı změně.
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Abstract
Ca2+/calmodulin-dependent kinases are members of CaMK family, which is involved in
CaMK cascade. One of CaMK family members is Ca2+/calmodulin-dependent kinase
kinase 2 (CaMKK2), which is activated by Ca2+/CaM-binding. There are some structural
differences between CaMKK2 and other protein kinases, one of them is a structure near
αE-helix and autoinhibitory domain.
Due to the overlap of autoinhibitory domain and Ca2+/CaM-binding domain it can
be supposed that Ca2+/CaM-binding induces structural changes near autoinhibitory do-
main and thus can affect the accessibility of this region. CaMKK2 W445F mutant, which
contains only one tryptophane residue Trp374 close to the αE-helix, was expressed and
purified. Structural changes in this region were monitored using tryptophan fluorescence
intensity quenching experiments, which can provide information about the accessibility
of region surrounding tryptophan residue. The fluorescence of Trp374 was quenched using
acrylamide. Comparison of fluorescence quenching experiments performed in the presence
and absence of calmodulin suggests that the complex formation induces structural change
in the region surrounding Trp374.
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Seznam použitých zkratek 8
1 Literárńı úvod 9
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1.2.2 Zhášeńı fluorescence . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20
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AMP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . adenosinmonofosfát
AMPK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . AMP-aktivovaná proteinkinasa
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Ca2+/kalmodulin-dependentńı proteinkinasakinasa 2 (CaMKK2, z angl. calcium/calmo-
dulin dependent kinase kinase 2 ) je členem rodiny Ca2+/kalmodulin dependentńıch kinas
(CaMK rodina), která představuje řadu enzymů uplatňuj́ıćıch se v mnoha procesech,
např́ıklad v genové transkripci, přeměnách cytoskeletu, učeńı a utvářeńı paměti, nebo
ř́ızeńı apoptózy [1], [2]. Za prvńı d̊ukaz o kinasové aktivitě se považuje fosforylace ka-
seinu částečně vypurifikovaným vzorkem proteinu, kterou v roce 1954 provedli Burnett
a Kennedy [3]. Prvńı struktura kinasy, konkrétně krystalová struktura kinasové domény
cAMP-dependentńı proteinkinasy A (PKA), byla objasněna v roce 1991 [4], a tato kinasa
je v současnosti nejlépe prozkoumanou kinasou a je považována za vzor pro strukturu a
funkci kinas.
Členové CaM-kinasové rodiny jsou klasifikováni jako Ser/Thr kinasy, jejichž fosfo-
rylačńı mı́sta jsou postranńı řetězce serinu nebo threoninu. Nejvýznamněǰśımi členy CaMK
rodiny jsou CaMKK, CaMKI a CaMKIV, které jsou součást́ı CaMK kaskády. Existuj́ı
však i daľśı Ca2+/CaM-dependentńı proteinkinasy např. CaMKII, CaMKIII nebo MLCK
(z angl. myosin light-chain kinase). Jednotlivé CaM-kinasy jsou široce multifunkčńı a maj́ı
několik r̊uzných substrát̊u. Výjimkou je CaMKIII, jej́ıž jediným substrátem je elongačńı
faktor 2 (EF2) [5].
V cytoplazmě a buněčném jádru savc̊u se vyskytuj́ı dvě isoformy Ca2+/kalmodulin-
dependentńı proteinkinasykinasy, označované jako CaMKK1 a CaMKK2 [6].
1.1.1 Struktura a aktivace
Krystalová struktura CaMKK2 (obrázek 1) byla poprvé objasněna v komplexu s jej́ım
inhibitorem označovaným jako STO-609 v roce 2009 [6].
Obrázek 1: Krystalová struktura CaMKK2. Červenou barvou zobrazeny α–helixy, žlutou
barvou β-struktury, zelenou barvou smyčky. Tyrkysovou barvou je zvýrazněn pozorovaný
Trp374, šedou barvou autoinhibičńı doména. Vizualizace vytvořena v programu PyMol za
použit́ı struktury převzaté z PDB databáze (PDB ID: 5UY6) [7].
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CaMKK2 se skládá ze čtyř hlavńıch domén (obrázek 2). Jsou to N-koncová a C-koncová
doména, centrálńı Ser/Thr kinasová doména a regulačńı doména. Regulačńı doména
je tvořena Ca2+/CaM vazebnou doménou a autoinhibičńı doménou, které se navzájem
překrývaj́ı [8]. Tento překryv zp̊usobuje, že vazba Ca2+/CaM komplexu ovlivňuje auto-
inhibičńı doménu a aktivuje tak protein [2]. Tuto strukturu maj́ı i daľśı členové CaMK
kaskády, CaMKI a CaMKIV [9], [6].
Obrázek 2: Schematicky znázorněná struktura CaMKK2. N-koncová doména je zobra-
zena modře, kinasová doména červeně, regulačńı doména šedě a C-koncová doména zeleně.
Oranžovými tečkami jsou zobrazená fosforylačńı mı́sta. Převzato z [10].
Všechny proteinkinasy sd́ıĺı podobný strukturńı motiv, kterou je konzervovaná oblast
cca 250 aminokyselin, tzv. kinasová doména. Kinasová oblast je zodpovědná za základńı
podobu struktury, kterou sd́ıĺı všechny známé kinasy, tedy za dvoulalokovou katalytickou
(kinasovou) doménu skládaj́ıćı se z ATP-vazebné domény a substrát-vazebné domény,
které jsou propojené malou spojovaćı oblast́ı [11] (obrázek 3). Tato oblast umožňuje
otv́ıráńı a zav́ıráńı struktury během r̊uzných fáźı katalytického cyklu [12].
Obrázek 3: Podobnost struktur PKA, CaMKI a CaMKII. Šipkou je označeno katalytické
mı́sto PKA. Převzato z [2].
Primárńı sekvence CaMKK2 vykazuje pouze 30–40% podobnost sekvence kinasové
domény s ostatńımi členy CaMK rodiny [13]. Kinasová doména CaMKK obsahuje dvě
jedinečné odlǐsnosti v̊uči kinasovým doménám daľśıch enzymů. Jsou jimi chyběj́ıćı kon-
zervovaná kyselá residua v katalytických subdoménách V a VI, a tzv. RP-insert, což je
oblast bohatá na aminokyseliny arginin a prolin [9].
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Absence kyselých aminokyselinových zbytk̊u zp̊usobuje, že CaMKK nedokáže rozpo-
znat bazické oblasti primárńı sekvence fosforylačńıch mı́st CaMKI a CaMKIV [9].
RP-insert se nacháźı mezi substrát-vazebným a ATP-vazebným mı́stem kinasové do-
mény [13] a je d̊uležitý pro rozpoznáńı substrátu [9]. Nepř́ıtomnost RP-insertu zabraňuje
aktivaci CaMKI a CaMKIV, nicméně nedocháźı ke sńıžeńı substrátové afinity v̊uči PKB.
Delece nebo mutace RP-domény neovlivňuje autofosforylaci, fosforylaci peptidu ani vazbu
Ca2+/CaM [1].
Daľśım rozd́ılem ve struktuře je, že ačkoliv se kinasová doména CaMKK2 skládá do
tvaru typického pro proteinkinasy, v mı́stě 274-284 se vyskytuje hydrofobńı β5-αE-smyčka
mı́sto αD-helixu, který se nacháźı v ostatńıch proteinkinasach [6].
Aktivace mnoha proteinových kinas je podmı́něná fosforylaćı tzv. aktivačńı smyčky.
CaMKK obsahuje v mı́stě aktivačńı smyčky fosforylačńı serinová a threoninová mı́sta. Z
krystalové struktury CaMKK2·STO-609 komplexu vyplývá, že aktivačńı mı́sto zauj́ımá
aktivńı strukturu i v př́ıpadě nefosforylovaných serinových a threoninových zbytk̊u. Ak-
tivńı struktura je stabilizována mnoha intramolekulárńımi interakcemi. Jednou z nich je
vod́ıková vazba mezi aminokyselinovými zbytky Leu309 a Asn335, která vytvář́ı krátký
antiparalelńı β-sheet v př́ıslušném mı́stě. Také je stabilizována vod́ıkovou vazbou mezi
aminokyselinami Glu236 a Lys194, jej́ıž stabilita je podmı́něna interakćı Phe331 residua s
αC-helixem. Tyto intramolekulárńı interakce ve struktuře CaMKK2 jsou např́ıč r̊uznými
živočǐsnými druhy velmi podobné [6].
Při základńı koncentraci Ca2+ z̊ustávaj́ı CaM-kinasy v neaktivńım stavu kv̊uli auto-
inhibičńımu mechanismu [2]. Obě isoformy CaMKK jsou autoinhibovány prostřednictv́ım
úseku aminokyselin na jejich C-konci v mı́stě 435-440, který interaguje s kinasovou do-
ménou [14]. Tato interakce mezi kinasovou a autoinhibičńı doménou zabraňuje navázáńı
substrátu i ATP a kinasa je tedy neaktivńı. Tuto interakci oslabuje vazba Ca2+/CaM
komplexu k Ca2+/CaM-vazebné doméně [6]. V N-koncové doméně CaMKK je úsek 23 ami-
nokyselin na pozici 129–151, který zp̊usobuje potlačeńı autoinhibuj́ıćı interakce a tedy
zp̊usobuje Ca2+/CaM-nezávislou aktivitu [6], [15]. Přestože fosforylace některých substrá-
t̊u, jako např́ıklad AMPK, neńı ř́ızena Ca2+/CaM komplexem, ale záviśı na autonomńı
aktivaci CaMKK2, je pro ni stále podmı́nkou vazba komplexu Ca2+/CaM na CaMKK2
[16]. Vazba Ca2+/CaM komplexu uvolňuje autoinhibici a vede k plně aktivńı kinase [10]
(obrázek 4, vpravo). Pomoćı hmotnost́ı spektroskopie byla ve struktuře CaMKK2 nale-
zena tři fosforylačńı mı́sta, která jsou vysoce konzervovaná v myš́ı, kryśı a lidské isoformě.
Jsou to mı́sta Ser129, Ser133 a Ser137 [15], [17]. Mutace těchto aminokyselinových zbytk̊u
zp̊usobuje vzr̊ust autonomńı aktivity, ale Ca2+/CaM-dependentńı aktivita se neměńı. Tato
mutace také snižuje stabilitu CaMKK2 [17] (obrázek 4, uprostřed). CaMKK2 autonomně
aktivovaná defosforylaćı těchto tř́ı serinových residúı a fosforylaćı Thr482 má mnohem
kratš́ı poločas života a degraduje mnohem rychleji [10] (obrázek 4, vlevo).
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Obrázek 4: Schematicky znázorněná aktivace CaMKK2. Vlevo zobrazená autonomńı
aktivita zp̊usobená fosforylaćı Thr482, uprostřed maximálńı aktivita zp̊usobená mutaćı
Ser129, Ser133 a Ser137, vpravo aktivita závislá na vazbě Ca2+/CaM komplexu. Převzato
z [10].
Zp̊usob aktivace jednotlivých isoforem CaMKK je odlǐsný. Zat́ımco aktivita CaMKK1
záviśı výhradně na vazbě Ca2+/CaM komplexu, CaMKK2 vykazuje výraznou autonomńı
aktivitu nezávislou na Ca2+/CaM komplexu, která představuje cca 60–70% celkové kina-
sové aktivity CaMKK2 [6]. Tyto regulačńı rozd́ıly umožňuj́ı poměrně malé rodině kinas
kontrolovat velké množstv́ı buněčných funkćı a biologických proces̊u [2].
Překryv autoinhibičńı a Ca2+/CaM-vazebné domény v CaMKK2 je podobný překry-
v̊um těchto domén vyskytuj́ıćıch se ve struktuře CaMKI a CaMKIV [13], ale po navázáńı
Ca2+/CaM na Ca2+/CaM-vazebné mı́sto je struktura CaMKK2 znatelně odlǐsná od struk-
tur CaMKI a CaMKIV. Z této skutečnosti vyplývá, že vazba Ca2+/CaM na isoformy
CaMKK zp̊usobuje konformačńı změny struktury odlǐsné od změn takto zp̊usobených
ve struktuře isoforem CaMK [6].
Fosforylace prostřednictv́ım proteinkinasy A (PKA) negativně ovlivňuje aktivitu obou
isoforem CaMKK [6] tak, že PKA fosforyluje Ser458, což zabraňuje vazbě Ca2+/CaM
na Ca2+/CaM–vazebnou doménu [14].
1.1.2 CaMK Signálńı dráha
CaMK kaskáda byla poprvé objevena v roce 1994, kdy byl vypurifikován Ca2+/CaM-
dependentńı proteinový aktivátor kinas CaMKI a CaMKIV, dnes známý jako CaMKK,
který je počátečńım prvkem CaMK kaskády [18], [19].
Vápenatý kation Ca2+ je jednou z nejrozš́ı̌reněǰśıch částic uplatňuj́ıćıch se v buněčné
signalizaci [2]. Tento kation funguje jako tzv. druhý posel, kdy se uvolňuje v reakci
na vazbu ligand̊u (prvńıch posl̊u) na receptory [20]. Přestože je kation Ca2+ nezbytný pro
mnoho buněčných děj̊u, je kv̊uli své vysoké reaktivitě při dlouhodobé vysoké koncentraci
pro buňku toxický, proto buňky v bazálńım stavu udržuj́ı tuto koncentraci velmi ńızkou
pomoćı řady iontových pump, měnič̊u a pufr̊u [2]. Na zvýšenou intracelulárńı koncentraci
Ca2+ pak odpov́ıdá svoj́ı aktivaćı CaMK kaskáda [9].
Koncentrace Ca2+ v buňce vzr̊ustá několika možnostmi (obrázek 5 na straně 13).
Prostřednictv́ım vápńıkových kanál̊u závislých na napět́ı (VDCC, z angl. voltage-depen-
dent calcium channel) umı́stěných v cytoplazmatické membráně mohou Ca2+ ionty vstu-
povat do buňky př́ımo skrz membránu [10]. Tento nár̊ust se např́ıč typy buněk a buněčných
podjednotek velmi lǐśı [2]. Vápenaté ionty se taktéž mohou uvolňovat z vnitrobuněčných
zásobáren iont̊u. Jednou z takových zásobáren jsou inositol-trisfosfátové receptory (IP3) [2].
Aktivovaný Gq-coupled receptor aktivuje IP3 receptor a ten uvolňuje Ca
2+ do buňky. IP3
receptor může být aktivován také prostřednictv́ım propojeńı integrinového nebo jiného
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imunoreceptorového tyrosinového aktivačńıho motivu (ITAM, z angl. immunoreceptor
tyrosin-based activation motif ). Daľśı možnost́ı jsou signály reguluj́ıćı vnitrobuněčnou kon-
centraci cAMP, které aktivuj́ı EPAC/PKA-dependentńı dráhu a opět uvolňuj́ı Ca2+ [10].
Na rozd́ıl od Ca2+/CaM-dependentńı aktivity, autonomńı aktivace CaMKK2 nezáviśı
na př́ıtomnosti Ca2+ a je ř́ızená cyclin-dependentńı kinasou 5 (CDK5) a glykogensythasa
kinasou 3 (GSK3), což jsou kinasy zodpovědné za fosforylaci serinových residúı inhibované
CaMKK2, a tedy mohou ř́ıdit autonomńı aktivaci prostřednictv́ım defosforylace těchto
residúı [17].
Obrázek 5: Schéma možnost́ı ovlivněńı koncentrace Ca2+ a následné aktivace CaMKK2
v buňce. Převzato z [10].
Kationty Ca2+ jsou vázány do komplexu kalmodulinem. Kalmodulin (CaM) je protein,
který se účastńı kroku Ca2+-signálńıch drah následuj́ıćıho po zvýšeńı intracelulárńı kon-
centrace Ca2+, kdy se chová jako Ca2+-receptor a vytvář́ı Ca2+/CaM komplex [2]. CaM
má molekulovou hmotnost okolo 17 kDa a je vysoce konzervovaný např́ıč všemi organismy.
Skládá se z C-koncového a N-koncového laloku, které umožňuj́ı vazbu celkem 4 iont̊u Ca2+
a jsou propojeny vysoce flexibilńım helixovým regionem [21]. Tato struktura umožňuje
kalmodulinu vytvořeńı r̊uzných konformaćı pro vazbu na r̊uzné ćılové proteiny (obrázek 6
na straně 14). Kalmodulin samotný nemá žádnou enzymovou aktivitu a jeho funkćı je
pouze přenést Ca2+ signál na daľśı enzymy v CaMK kaskádě [22]. Vzhledem ke kinetice
vytvářeńı komplexu Ca2+/CaM by byl kalmodulin velmi špatným běžným buněčným re-
ceptorem Ca2+. I přes tuto relativně ńızkou afinitu CaM k Ca2+ však slouž́ı jako hlavńı
přenašeč vápńıkového signálu, a to proto, že jeho afinita k vápenatému kationtu výrazně
vzr̊ustá v př́ıtomnosti ćılového enzymu komplexu Ca2+/CaM, kdy mezi Ca2+, CaM a
ćılovým enzymem docháźı k termodynamickému párováńı a tvorba Ca2+/CaM komplexu
se přizp̊usobuje př́ıtomnosti konkrétńı ćılové molekuly [2].
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Obrázek 6: Krystalová struktura kalmodulinu. Zelenou barvou jsou zobrazena vazebná
mı́sta vápenatých iont̊u, fialovou barvou vápenaté ionty. Vizualizace vytvořena v pro-
gramu PyMol za použit́ı struktury převzané z PDB databáze (PDB ID: 1CLM) [23].
Vazba Ca2+/CaM komplexu na CaMKK uvolňuje interakci mezi kinasovou a au-
toinhibičńı doménou a zp̊usobuje tak aktivaci CaMKK. Aktivovaná CaMKK má řadu
substrát̊u, patř́ı mezi ně CaMKI, CaMKIV, PKB a AMPK [6]. Fosforylace CaMKI a
CaMKIV prostřednictv́ım CaMKK2 prob́ıhá na threoninových residúıch aktivačńı smyčky.
Konkrétně to jsou Thr177 pro CaMKI a Thr200 pro CaMKIV, jejichž mutace zabraňuje fos-
forylaci a tedy i aktivaci CaMKI a CaMKIV prostřednictv́ım CaMKK2 [24]. K fosforylaci
a aktivaci AMPK docháźı při zvýšeńı vnitrobuněčné koncentrace iont̊u Ca2+ v LKB1-
deficitńıch buňkách [25].
Fosforylace PKB je významná pro ochranu buněk, před apoptózou [9], [1]. Aktivńı
PKB fosforyluje BAD, což je pro-apoptický člen Bcl-2 rodiny. Fosforylovaný BAD váže
do komplexu 14-3-3 protein a t́ım zabraňuje apoptóze [9].
Pro aktivaci CaMKI a CaMKIV je nutná jednak fosforylace prostřednictv́ım aktivńı
CaMKK, a jednak i vazba Ca2+/CaM na Ca2+/CaM-vazebnou doménu př́ıslušné kinasy.
Tato dvojitá regulace kinasové aktivity, vede k ześıleńı buněčné citlivosti na změny kon-
centrace Ca2+ a CaMK kaskáda je tak schopná reagovat i na relativně malé změny této
koncentrace [14].
CaMKIV je třet́ı enzym v CaMK kaskádě, který má dvě isoformy, α a β. Obě tyto
isoformy vznikaj́ı jako monomer o hmotnosti zhruba 65 kDa. CaMKIVα se nalézá zejména
v neuronové tkáni, T-buňkách a varlatech. CaMKIVβ exprimuje v granulárńıch buňkách
mozečku [26], [27]. Při aktivaci CaMKIV se nejdř́ıv váže Ca2+/CaM a poté CaMKK fosfo-
ryluje kinasu v aktivačńı smyčce na Thr196. Po fosforylaci prostřednictv́ım CaMKK může
nastat autofosforylace Ser/Thr-bohatého N-konce, což generuje Ca2+/CaM-nezávislou ak-
tivitu CaMKIV [28]. V cytosolu docháźı k fosforylaci a deaktivaci adenylátcyclasy I (ACI)
vlivem aktivované CaMKIV, č́ımž docháźı ke sńıžeńı koncentrace cAMP, což zp̊usobuje
aktivaci PKA, která fosforyluje a t́ım deaktivuje CaMKK. V cytosolu taktéž docháźı k ak-
tivaci MAP kinas prostřednictv́ım CaMKIV, které se přesouvaj́ı do jádra, kde fosforyluj́ı
transkripčńı faktory [9]. V jádře CaMKIV reguluje Ca2+-dependentńı genovou transkripci
fosforylaćı několika transkripčńıch faktor̊u, např. CREB (cAMP response element binding
protein), SRF (serum response factor) a HDAC4 (histone deacetylase 4) [29], [30], [31].
Iniciace genové transkripce CaMKIV je závislá na jej́ı autonomńı Ca2+ nezávislé aktivitě,
přestože k jej́ı indukci je třeba aktivace prostřednictv́ım Ca2+/CaM a CaMKK [32].
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Obrázek 7: Schéma CaMK kaskády. Tmavě zelené šipky znázorňuj́ı děje př́ımo regulo-
vané Ca2+/CaM, světle zelené šipky znázorňuj́ı děje nezávislé na Ca2+/CaM a červené
čáry představuj́ı inhibičńı mechanismy. Převzato z [9]
Daľśım členem CaMK kaskády je CaMKI, což je monomerická kinasa exprimována ve
třech isoformách, α, β a γ, v r̊uzných typech buněk savc̊u, kde v cytosolu slouž́ı k řadě
funkćı [33]. Nejlépe charakterizovanými substráty CaMKI jsou synapsin 1, který váže
vezikuly obsahuj́ıćı neurotransmitery k presynaptickému cytoskeletonu, a CREB, který
reguluje genovou transkripci [2].
1.1.3 Biologická role CaMKK2 v živých organismech
CaMKK se nacháźı v cytosolu a jádře, kde odpov́ıdá na cytosolickou nebo jadernou změnu
koncentrace Ca2+ [8]. K expresi CaMKK2 docháźı zejména v některých částech mozku.
Konkrétně to jsou hippocampus, hypotalamus, amygdala, čichový bulbus a mozeček.
Kromě mozku a tedy celého nervového systému se CaMKK2 nacháźı i ve varlatech, slezině
a pĺıćıch. Př́ıtomnost CaMKK2 byla ověřena také v izolovaných myš́ıch preadipocytech,
hepatocytech a zárodečných fibroblastech, a taktéž v lidských endotelových buňkách žil
pupečńı šň̊ury a v buňkách kostńı dřeně [24].
Funkce CaMKK2 v mozku
Vápńık ř́ıd́ı mnoho neuronových funkćı, např́ıklad syntézu a vylučováńı neurotranstmiter̊u
a morfologii dendritických trn̊u [34] a proteiny účastńıćı se vápńıkem ř́ızených signálńıch
drah jsou tedy velmi d̊uležité pro fyziologii mozku a vývoj neuron̊u. Nedostatek enzymu
CaMKK2 prokázal špatný vývoj dlouhodobé paměti [35], [36] a selektivńı ztrátu poten-
ciace synapśı CA1 části hippokampu [35]. Pyramidálńı neurony v CA1 části hippokampu
disponuj́ı schopnost́ı tzv. synaptické plasticity [37], což znamená, že se synapse mezi těmito
neurony zesiluje nebo zeslabuje v závislosti na jejich aktivitě [38]. Změny morfologie den-
dritických trn̊u jsou podmı́nkou pro iniciaci a udržeńı této synaptické plasticity a tvoř́ı tak
strukturńı základ pro utvářeńı paměti [37]. Kv̊uli změnám ve fosforylaci významných seri-
nových residúı CaMKK2 je ovlivněna schopnost CaMKK2 ř́ıdit utvářeńı neuron̊u, z čehož
vyplývá, že se CaMKK2/CaMKI signálńı dráha významně pod́ıĺı na přestavbě neuronové
vláknité śıtě, ke které docháźı vlivem učeńı [17], [39].
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Jednou z funkćı hypotalamu je ř́ızeńı hormonálńıch a nutričńıch signál̊u pro ř́ızeńı
přij́ımáńı potravy, výdeje energie a metabolismu glukosy [40]. Součást́ı exprese ghrelinu,
což je hormon, který se vytvář́ı v hypotalamu a ř́ıd́ı apetit vazbou na sekrečńı recep-
tor r̊ustového hormonu a zvyšuje vnitrobuněčnou koncentraci Ca2+, je AMPK, jeden
ze substrát̊u CaMKK2 [41]. CaMKK2 se nacháźı ve středńı části hypotalamu, zejména
ve ventromediálńım jádře [42]. Genetický nedostatek CaMKK2 zp̊usobuje sńıžeńı hypota-
lamické aktivity AMPK a tedy exprese ghrelinu. Studie na myš́ıch prokázaly, že nedostatek
CaMKK2 zp̊usobuje ochranu v̊uči obezitě zp̊usobené přij́ımáńım velkého množstv́ı tuku,
hyperglykémii a rezistenci na inzulin [19].
Funkce CaMKK2 při adipogenezi
CaMKK2/AMPK kaskáda má efekt v signálńı dráze vývoje tukových buněk, tedy při
adipogenezi. Adipogeneze je proces, při kterém se z mezenchymálńıch kmenových buněk
odděluj́ı adipocyty neboli tukové buňky. Tento proces zač́ıná v pozdńı fáźı těhotenstv́ı a
je regulován dostupnost́ı živin. CaMKK2 exprimuje v preadipocytech, přesto se nenacháźı
v b́ılé tukové tkáni dospělého organismu ani v izolovaných adipocytech. B́ılá tuková tkáň
(WAT, z angl. white adipose tissue) slouž́ı zejména k regulaci energetické homeostáze
organismu. Nedostatek CaMKK2 vede k nár̊ustu hmotnosti WAT a ke sńıžeńı množstv́ı
preadipocyt̊u v této tkáni. Potlačeńı projev̊u aktivity AMPKα má při adipogenezi srov-
natelný efekt jako genetická ablace CaMKK2 [43].
Funkce CaMKK2 v krvetvorbě
Substráty CaMKK2 ř́ıd́ı d̊uležité kroky tvorby krve a imunitńıch buněk, např. CaMKIV
ř́ıd́ı životnost aktivovaných dendritických buněk a reakci protilátek na vakcinaci, CaMKI
se účastńı zánětlivé odpovědi na sepsi a AMPK, se také uplatňuje ve tvorbě zánět̊u.
CaMKK2 se tedy uplatňuje v ř́ızeńı tvorby krevńıch buněk a zánět̊u a také se uplatňuje
v tvorbě b́ılých krvinek a aktivaci makrofág̊u [10]. Hematopoetické kmenové buňky (HSCs,
z angl. hematopoetic stem cells) se samoobnovuj́ı nebo děĺı do unipotentńıch kmenových
buněk (progenitor̊u), ze kterých se následně tvoř́ı všechny zralé krevńı buňky [44]. Bylo
prokázáno, že ztráta CaMKK2 vede k nižš́ımu počtu HSCs a obecně buněk kostńı dřeně,
nicméně vyčerpáńı CaMKK2 neovlivňuje množeńı, přežit́ı ani funkci HSCs, na rozd́ıl od
nedostatku CaMKIV. Růst a množeńı CaMKK2−/− HSCs vyvolaný transplantaćı kostńı
dřeně vede ke zvýšené tvorbě myleoidńıch buněk a ke zvýšené schopnosti CaMKK2–




Luminiscence je emise světla jakékoliv látky v elektronově excitovaném stavu. Lumi-
niscence se děĺı na dva typy podle typu excitovaného stavu látky, fluorescenci a fosfo-
rescenci [46].
Při singletovém excitovaném stavu je elektron v excitovaném orbitalu párovaný s
elektronem v základńım stavu a návrat z excitovaného do základńıho stavu neńı do-
provázen změnou spinu, je spinově povolený a nastává rychle za emise protonu. To se
nazývá fluorescence, jej́ıž emisńı intenzita se typicky pohybuje kolem 10−8 s−1, takže doba
života fluoroforu, což je pr̊uměrný čas mezi excitaćı a návratem do základńıho stavu,
je bĺızká 10 ns. Fluorescence je významnou metodou použ́ıvanou např. v biotechnologii,
DNA sekvenováńı, forenzńı a genetické analýze a mnoha daľśıch odvětv́ıch. Detekce fluo-
rescence je velmi citlivá a tak lze d́ıky ńı odhalit lokalizaci a množstv́ı vnitrobuněčných
molekul, někdy i na úrovni detekce jednotlivých molekul [46].
Fosforescence je emise z tripletového excitovaného stavu, kdy má excitovaný elektron
stejný spin jako elektron v základńım stavu a přechod do základńıho stavu je tedy spi-
nově zakázaný. Oproti fluorescenci je tak fosforescence velmi pomalá, jej́ı doba života se
pohybuje v řádu milisekund až sekund, ale i déle, exponovaná látka může sv́ıtit i několik
minut. Typickým př́ıkladem jsou mnohé hračky sv́ıt́ıćı ve tmě [46].
K fluorescenci typicky docháźı u aromatických molekul, nejstarš́ım a nejznáměǰśım
př́ıkladem je chinin, který je obsažený např. v nápoji tonic (obrázek 8). K objevu fluo-
rescence došlo právě na chininu, kdy v roce 1845 Sir John Frederic William Herschel po-
zoroval zářeńı roztoku chininu vystaveného slunci. V 50. letech 20. stolet́ı došlo k velkému
vývoji spektrofluorimetr̊u, který započal během 2. světové války kv̊uli výzkumu antima-
larických lék̊u [46].
Obrázek 8: Vlevo struktura chininu vytvořená v programu ChemSketch. Vpravo ukázka
fluorescence lahve nápoje tonic, který obsahuje chinin. Převzato z [47].
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Děje mezi absorpćı a emiśı světla molekulou se zobrazuj́ı Jablonskiho diagramem
(obrázek 9). Tyto diagramy jsou pojmenované po profesoru Alexandru Jablonskim, který
je považován za zakladatele fluorescenčńı spektroskopie [46].
Obrázek 9: Jablonskiho diagram. Převzato z [46].
Ve schématu Jablonskiho diagramu jsou vidět 3 energetické elektronové stavy. Základńı
stav je označen jako S0, prvńı a druhý excitovaný stav je označen jako S1 a S2. Každý
tento stav obsahuje několik vibračńıch energetických hladin označených jako 0, 1 a 2.
Ve znázorněném Jablonskiho diagramu nejsou zobrazené interakce jako zhášeńı, interakce
fluoroforu s rozpouštědlem, přenos energie apod [46]. Přechody mezi jednotlivými stavy,
které jsou v diagramu znázorňovány jako svislé čáry, trvaj́ı kolem 10−15 s, což je čas
př́ılǐs krátký pro přechod jádra, proto jsou všechny elektronové přechody vertikálńı a
neměńı se při nich pozice jádra. Tento děj je označován jako Franck-Condon̊uv princip [48].
Energetický rozd́ıl mezi S0 a S1 stavem je př́ılǐs velký pro tepelnou populaci S1 stavu, proto
se pro indukci fluorescence použ́ıvá světlo a ne teplo. Absorpce a emise nastává většinou
u molekul s nejnižš́ı vibračńı energíı, nicméně fluorofor je většinou excitovaný na vyšš́ı
vibračńı hladinu excitovaného energetického stavu. Molekuly v kondenzovaných fáźıch
rychle podléhaj́ı vnitřńı konverzi trvaj́ıćı zhruba 10−12 s nebo méně, tj. relaxuj́ı na nejnižš́ı
vibračńı hladinu S1 stavu. Vnitřńı konverze je kompletńı před emiśı, jelikož běžná délka
existence fluorescence je cca 10−8 s. Emise se objevuje z tepelně vyvážených excitovaných
stav̊u, tedy z nejnižš́ı vibračńı hladiny S1 stavu, a návrat do základńıho stavu bývá do vyšš́ı
vibračńı hladiny základńıho stavu, který pak rychle dosáhne tepelné rovnováhy. Tato emise
do vyšš́ı vibračńı hladiny zp̊usobuje, že emisńı spektrum je často zrcadlovým obrazem
absorpčńıho spektra S0 → S1 přechodu. Molekuly v S1 stavu také mohou podstoupit
spinovou konverzi do prvńıho tripletového stavu T1 a emitovat fosforescenčńı zářeńı. Tato
konverze se nazývá přeshraničńı přechod (intersystem crossing). Tento přechod podstupuj́ı
zejména molekuly obsahuj́ıćı těžké atomy jako např. I nebo Br [46].
Z Jablonskiho diagramu je patrné, že energie emise je typicky menš́ı než energie absor-
bovaná a fluorescence tak nastává s nižš́ı energíı nebo vyšš́ı vlnovou délkou. Tento děj byl
objeven Sirem G. G. Stokesem v roce 1852, a nazývá se Stokes̊uv posun. Stokes̊uv posun je
pozorován pro všechny fluorofory v roztoku a nejvýrazněǰśı je pro polárńı látky v polárńım
rozpouštědle kv̊uli interakćım mezi fluoroforem a jeho nejbližš́ım okoĺım. Stokes̊uv posun
zp̊usobuje právě rychlý pád na nejnižš́ı vibračńı hladinu stavu S1, kdy je přebytek energie
rychle rozptýlen jako d̊usledek silného překryvu mezi mnoha stavy o podobné energii.
Kv̊uli této relaxaci jsou emisńı spektra obvykle pozorována stejná nezávisle na excitačńı
vlnové délce, což je známe jako Kashaovo pravidlo. Pokud je fluorofor excitován do vyšš́ıho
elektronového stavu než je S1, neńı jeho emisńı spektrum přesným zrcadlovým obrazem
jeho celkového absorpčńıho spektra, jelikož je odrazem spektra přechodu S0 → S1 [46].
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Výjimka z pravidla zrcadlové podobnosti nastává u fluorofor̊u citlivých na pH, kdy při
změně pH může docházet k protonaci nebo deprotonaci funkčńı skupiny a t́ım se měńı
vibračńı struktura molekuly [46].
Nejd̊uležitěǰśı charakteristiky fluoroforu jsou doba života fluorescence a kvantový výtě-
žek. Kvantový výtěžek je počet emitovaných foton̊u v̊uči počtu absorbovaných, proto látky
s větš́ım kvantovým výtěžkem poskytuj́ı silněǰśı emisi. Kvantový výtěžek je definován





Kvantový výtěžek se může bĺıžit jedné v př́ıpadě, že je nezářivý přechod mnohem méně
významný než zářivý, tedy když knr << Γ [46].
Doba života určuje čas, po který může fluorofor reagovat, a je definována jako pr̊uměr-
ný čas, který molekula stráv́ı v excitovaném stavu před návratem do základńıho. Doba





Fluorescenčńı emise je náhodný proces a jen málo molekul emituje fotony přesně dobu
odpov́ıdaj́ıćı době života, ta je pouze pr̊uměr časových hodnot. Doba života fluoroforu
při absenci nezářivého přechodu se nazývá přirozená doba života τn. Těžké atomy, jako
např́ıklad jod, typicky vedou ke kratš́ı době života a nižš́ımu kvantovému výtěžku [46].
Fluorofory se děĺı na vnitřńı a vněǰśı, přičemž vnitřńı fluorofory existuj́ı přirozeně,
zat́ımco vněǰśı jsou ty, které iniciuj́ı fluorescenci vzorku, jež sám o sobě neemituje [46].
1.2.1 Fluorescence biomolekul
Proteiny jsou mezi biomolekulami jedinečné v emitováńı fluorescenčńıho zářeńı. Lipidy,
sacharidy a membrány jsou typicky nefluorescentńı a fluorescence DNA je zanedbatelná.
Proteiny obsahuj́ı celkem tři aminokyseliny, které přisṕıvaj́ı k proteinové fluorescenci.
Jsou to tyrosin (Tyr, Y), tryptofan (Trp, W) a fenylalanin (Phe, F). Tyto tři fluorescentńı
aminokyseliny – fenylalanin, tyrosin a tryptofan – jsou aromatické a v proteinech relativně
vzácné [49].
Nejvýznamněǰśım fluoroforem protein̊u je indolová skupina tryptofanu, který je v pro-
teinech př́ıtomný pouze v cca 1% mol, což je pravděpodobně následek velké metabo-
lické náročnosti jeho syntézy [49]. Energie absorbovaná fenylalaninem a tyrosinem často
přecháźı na tryptofan [49]. Indol absorbuje při 280 nm a emituje bĺızko 340 nm a jeho
emisńı spektrum je vysoce citlivé na polaritu rozpouštědla. Emise indolu může být po-
sunuta ke kratš́ım vlnovým délkám tzv. modrým posunem, pokud je indolová skupina
pohřbená v nativńım proteinu. Naopak červený posun k deľśım vlnovým délkám nastává,
když je protein rozbalený. Na základě emisńıch spekter indolu lze určit pozici tryptofa-
nového zbytku v proteinu [46].
Proteiny jsou obecně excitovány zářeńım o vlnové délce 280 nm. Při této vlnové délce
fenylalanin v podstatě neemituje fluorescenčńı zářeńı, jeho kvantový výtěžek je bĺızký
0,03. Absorpce při 280 nm je tak zp̊usobena převážně tyrosinovými a tryptofanovými
zbytky. Posunut́ım excitačńı vlnové délce k 295 nm pak lze źıskat absorpci tryptofanu
neovlivněnou tyrosinovými zbytky [49]. Tryptofanová emisńı maxima a kvantové výtěžky
se v r̊uzných proteinech lǐśı, jsou však velmi podobné pro denaturované a rozbalené pro-
teiny [49].
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Proteinová fluorescence je významná pro studium vazebných interakćı protein̊u, kdy
se využ́ıvá vysoká citlivost fluorescence a schopnost měřit zředěné proteinové roztoky.
Jedńım z př́ıklad̊u je studium interakce proteinu s kalmodulinem. Protože kalmodulin
neobsahuje žádný tryptofan, neovlivňuje fluorescenci sledovaného proteinu svým př́ıspěv-
kem. Předpokládá se, že kalmodulin neinteraguje s proteinem před navázáńım Ca2+,
nicméně dř́ıvěǰśı spojeńı proteinu s kalmodulinem zvyšuje rychlost reakce na př́ıdavek Ca2+ [46].
1.2.2 Zhášeńı fluorescence
Intenzita fluorescenčńıho zářeńı může být sńıžena řadou děj̊u. Zhášeńı fluorescence je
proces, při kterém docháźı ke snižováńı intenzity fluorescenčńıho zářeńı, nejčastěǰśı vlivem
deaktivace excitovaného stavu fluoroforu kontaktem s jinou molekulou, která se nazývá
zhášedlo. Jako zhášedlo se může chovat mnoho molekul, např. kysĺık, halogeny, aminy nebo
elektron-deficitńı molekuly jako je akrylamid. Akrylamid a jodid jsou polárńı molekuly,
a tedy nepronikaj́ı snadno do nepolárńıch proteinových oblast́ı. Naopak malá nepolárńı
molekula kysĺıku se snadno dostává do všech oblast́ı proteinu. A proto je kysĺık účinněǰśı
zhášedlo než akrylamid a jodid [50].
Zhášeńı a pokles intenzity je popsáno Stern-Volmerovou rovnićı (3)
F0
F
= 1 +KSV · [Q] = 1 + kq · τ0 · [Q], (3)
kde KSV je Stern-Volmerova zhášećı konstanta, kq je bimolekulárńı zhášećı konstanta,
τ0 je doba života nezhášené fluorescence a [Q] je koncentrace zhášedla. Stern-Volmerova
konstanta vyjadřuje, jak velký efekt má zhášedlo na fluorofor, obvykle je tedy KSV ńızká
pro fluorofory pohřbené v makromolekule, naopak vyšš́ıch hodnot nabývá pro fluorofory
v roztoku nebo na povrchu biomolekuly [50].
Pro r̊uzné dvojice fluorofor-zhášedlo existuj́ı r̊uzné mechanismy zhášeńı, např́ıklad
zhášeńı indolu akrylamidem pravděpodobně zp̊usobuje přenos elektronu z excitovaného in-
dolu na akrylamid. Dále např́ıklad mohou zhášedlo a fluorofor vytvářet nezářivý komplex a
tedy zp̊usobovat statické zhášeńı. Zhášeńı také může být d̊usledkem nemolekulárńıch me-
chanismů jako např́ıklad útlumu zářeńı fluoroforem samotným nebo jinými absorbuj́ıćımi
součástmi. Při zhášeńı však nenastává žádá trvalá změna molekul [50].
Pro statické zhášeńı je intenzita fluorescence závislá na koncentraci zhášedla a tato
závislost je odvozená od asociačńı konstanty vytvářeńı komplexu, která je daná jako
KS =
[F −Q]
[F ] · [Q]
, (4)
kde [F −Q] je koncentrace komplexu, [F ] je koncentrace nekomplexovaného fluoroforu a
[Q] je koncentrace zhášedla. Celková koncentrace fluoroforu [F0] je
[F0] = [F ] + [F −Q] (5)




= 1 +KS[Q], (6)
což je závislost totožná se Stern-Volmerovou rovnićı [50].
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Pro nalezeńı fluoroforu v makromolekule nebo k určeńı poréznosti protein̊u a membrán
v̊uči zhášedl̊um lze využ́ıt rozd́ıly v př́ıstupnosti fluoroforu zhášedlu. Tryptofan na povrchu
molekuly nebo membrány bude zhášen, pro tryptofan pohřbený v proteinu neńı žádné
zhášeńı očekáváno, jelikož ve vodě rozpustná zhášedla se nedostávaj́ı do hydrofobńıch
oblast́ı proteinu. Emisńı intenzita tryptofanu na povrchu proteinu nebo membrány však
může být sńıžena interakćı se zhášedlem rozpustným ve vodě [49].
Rozd́ılně př́ıstupné tryptofanové zbytky v proteinech jsou často rozlǐsovány právě za
pomoci zhášeńı. Fluorescence může být zhášena přidaným zhášedlem nebo okolńımi po-
stranńımi řetězci v proteinu.Vysoce proměnlivé kvantové výtěžky tryptofanu jsou zp̊uso-
bené bĺızkými zhášedly v proteinu, jimiž jsou postranńı řetězce lysinu a histidinu. Také
amidová skupina peptidové páteře může p̊usobit jako zhášedlo [49].
Pomoćı mutageneze zaměřené na přesné mı́sto v proteinu lze vytvářet mutanty pro-
tein̊u s pouze jedńım tryptofanovým zbytkem, vložit tryptofan na určité mı́sto v pro-
teinu nebo modifikovat prostřed́ı v okoĺı tryptofanu [49]. Takové mutageneze bylo využito
pro stanoveńı př́ıstupnosti tryptofanu na pozici 374 v CaMKK2, kdy byl druhý tryp-
tofan nacházej́ıćı se v nativńı struktuře proteinu na pozici 445 nahrazen fenylalaninem.
Na základě krystalové struktury CaMKK2 v okoĺı sledovaného tryptofanu na pozici 374
(obrázek 10 na straně 21) lze ř́ıci, že tento tryptofan je v nativńı struktuře proteinu
tzv. pohřbený a tedy neńı dobře př́ıstupný zhášedlu. Proto byla źıskaná data vyhodno-
cována pomoćı modifikované Stern-Volmerovy rovnice (10) [50].
Obrázek 10: Detail okoĺı sledovaného Trp374. Př́ıslušný tryptofan je znázorněn červeně,
jeho okoĺı ve vzdálenosti 5 Å je znázorněno zeleně. Obrázek vytvořen v programu PyMol
s využit́ım struktury z PDB (PDB ID: 5UY6) [7].
Modifikovaná Stern-Volmerova rovnice zohledňuje dvě formy fluoroforu – př́ıstupnou
a nepř́ıstupnou zhášedlu. Pro celkovou fluorescenci F0 v nepř́ıtomnosti zhášedla pak plat́ı
rovnice
F0 = F0a + F0b, (7)
kde F0a je fluorescence př́ıstupné frakce a F0b je fluorescence nepř́ıstupné frakce. V př́ıtom-
nosti zhášedla intenzita fluorescence př́ıstupné frakce klesá podle Stern-Volmerovy rovnice
a výsledná intenzita je tedy dána rovnićı
F =
F0a
1 +Ka · [Q]
+ F0b, (8)
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kde Ka je Stern-Volmerova zhášećı konstanta př́ıstupné frakce a [Q] je koncentrace zháše-
dla. Substitućı rovnice 8 do rovnice 7 źıskáváme rovnici pro pozorovanou intenzitu
∆F = F0 − F = F0a ·
(
Ka · [Q]
1 +Ka · [Q]
)
. (9)










kde fa je zlomek fluoroforu př́ıstupný zhášedlu. Pro př́ıstupný fluorofor je očekáváno
kompletńı zhášeńı, takže posun na ose y je 1. Pokud je část fluoroforu nepř́ıstupná, je ∆F
menš́ı než F0 a posun na ose y je větš́ı než 1 [50].
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2 Ćıl práce
• Exprese a purifikace lidské CaMKK2 s mutaćı W445F (CaMKK2 W374) (sekvence
93-517).
• Exprese a purifikace kalmodulinu (CaM).
• Exprese a purifikace TEV proteasy.
• Posouzeńı vlivu vazby kalmodulinu na př́ıstupnost Trp374 CaMKK2 W374 pomoćı
metody dynamického zhášeńı fluorescence.
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3 Materiál a metody
3.1 Materiál
3.1.1 Chemikálie
1,4-dithiothreitol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sigma-Aldrich
akrylamid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
akrylamid/bisakrylamid . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
ampicilin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
azid sodný . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
bromfenolová modř . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sigma-Aldrich
Coomassie Brilliant Blue R-250 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
dihydrogenfosforečnan draselný . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
dodecylśıran sodný, SDS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
fenylmethylsulfonyl fluorid, PMSF . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
glukosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
glycerol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
glycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
hydrogenfosforečnan sodný . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
chloramfenikol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
chlorid draselný . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
chlorid sodný . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
chlorid vápenatý . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Lach:Ner
imidazol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
isopropyl β-D-1-thiogalactopyranosid, IPTG . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
kanamycin . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
kvasinkový extrakt . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
kyselina ethylendiamintetraoctová, EDTA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
kyselina octová . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
lysosym . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
médium Luria-Bertani, LB . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
methanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
persulfát amonný, APS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sigma-Aldrich
śıran amonný . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . LACHEMA
śıran hořečnatý . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
śıran nikelnatý . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Penta
tetramethylethylendiamin, TEMED . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
tris . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
tris(2-karboxyethyl)fosfin hydrochlorid, TCEP . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
trypton . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
α-lactosa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
β-merkaptoethanol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
3.1.2 Př́ıstroje
Centrifuga 5804R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eppendorf
Centrifuga MPW-352R . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Unimed
Centrifuga Z323K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hermle
HPLC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Watrex
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Magnetická mı́chačka Variomag . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P-Lab
NanoPhotometer P-Class P 300 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IMPLEN
Peristaltická pumpa . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . IDEX
pH metr 3505 Jenway . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . P-Lab
Souprava na elektroforézu . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Bio-Rad
Sonikátor Q700 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . QSonica
Spektrofluorimetr PC1 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ISS
3.1.3 Ostatńı materiál
Dialyzačńı membrána . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Carl Roth
Chelating Sepharose Fast Flow . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . GE Healthcare
Kolona HiLoad Superdex 75 26/600 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . GE Healthcare
Koncentrátor Amicon Ultra MWCO 10000 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Millipore
Koncentrátor Vivaspin Turbo MWCO 5000 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Sartorius
Křemenná kyveta . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Agilent
Laboratorńı sklo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Simax
Mikrostř́ıkačka HAMILTON . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Hamilton
Mikrozkumavky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eppendorf
Nylonové filtry . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Whatman
Pipety . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Eppendorf
Protein Blue Ladder . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Biorad
Software Vinci . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ISS
Špičky . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . Axygen
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3.2 Exprese CaMKK2 W445F mutantu (CaMKK2 W374)
Byly připraveny 4 miniprepy obsahuj́ıćı 5ml sterilńıho Luria-Bertani (LB) média s ka-
namycinem o koncentraci 100µg ·ml−1. Do každého z nich byla přidána bakteriálńı kul-
tura E. Coli BL21(DE3) obsahuj́ıćı plazmid pRSFDuet-1 ze zaklonovaným genem pro
CaMKK2W445F mutant (sekvence 93-517), dále označovaný jako CaMKK2W374 (Trp374
je jediný tryptofanový zbytek, který se po mutaci W445F nacháźı v molekule CaMKK2).
Tyto miniprepy byly inkubovány přes noc při teplotě 37 ◦C za konstantńıho třepáńı o
rychlosti 200 rpm.
Daľśı den bylo připraveno 8x900ml Auto-indukčńıho média ZYP 5052 (složeńı viz
tabulka 1) obsahuj́ıćıho kanamycin o koncentraci 30µg ·ml−1. Každý miniprep s na-
rostlou kulturou byl rozdělen do dvou lahv́ı Auto-indukčńıho média. Buněčné kultury
byly dále inkubovány při teplotě 37 ◦C za konstantńıho třepáńı o rychlosti 190 rpm až do
optické hustoty OD600 = 0,6, kdy byla teplota sńıžena na 20
◦C a kultury byly inkubovány
daľśıch 14 h.
Poté byly kultury centrifugovány při teplotě 4 ◦C rychlost́ı 3400 rpm po dobu 20min.
Pelety byly následně resuspendovány ve 400ml lyzačńıho pufru (složeńı viz tabulka 2) a




Na2HPO4 50mmol · dm−3
KH2PO4 50mmol · dm−3




MgSO4 2mmol · dm−3
Doplněno deionizovanou vodou na 900ml.
Tabulka 1: Složeńı Auto-indukčńıho média pro expresi CaMKK2 W374 mutantu
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
10× PBS 1× 40ml
NaCl 1mol · dm−3 23,4 g
imidazol 2mmol · dm−3 0,0544 g
lysozym 0,04 g
βME 4mmol · dm−3 111,2µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 400ml.
Tabulka 2: Složeńı lyzačńıho pufru pro purifikaci mutantu CaMKK2 W374
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Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
NaCl 1,37mol · dm−3 80 g
KCl 27mmol · dm−3 2 g
KH2PO4 18mmol · dm−3 2,4 g
Na2HPO4 · 2H2O 100mmol · dm−3 14,4 g
NaN3 6mmol · dm−3 0,4 g
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l a pH upraveno na hodnotu 7,4.
Tabulka 3: Složeńı 10× koncentrovaného fosfátového pufru PBS použitého pro př́ıpravu
pufr̊u.
3.2.1 Sonikace
Daľśı den byla suspenze bakteríı rozmrazena a poté byl přidán 1ml 0,1M roztoku PMSF.
Pomoćı sonikátoru byla p̊usobeńım ultrazvuku narušena buněčná stěna bakteríı. Buňky
byly ultrazvuku vystaveny celkem 8min, vždy 3 s ON a 17 s OFF. Sonikát byl následně
centrifugován při rychlosti 13500 rpm při teplotě 4 ◦C po dobu 40min.
3.3 Purifikace CaMKK2 W374
3.3.1 Niklová chelatačńı chromatografie
Proteiny obsahuj́ıćı tzv. His-tag, tedy motiv šesti histidin̊u, je možné purifikovat po-
moćı niklové chelatačńı chromatografie, kdy se Ni2+ ionty nejprve zachyt́ı na nosiči ko-
lony a poté se protein prostřednictv́ım histidinového motivu koordinačně naváže na tyto
Ni2+ ionty.
Kolona obsahuj́ıćı 5ml Chelating Sepharose Fast Flow byla postupně promyta 15ml
deionizované vody, 25ml 0,1M roztoku NiSO4, 15ml vody a 10ml pufru E (složeńı viz
tabulka 4). Následně byla sepharosa přenesena do kádinky k sonikátu a ten byl za stálého
mı́cháńı adsorbován po dobu 15min při teplotě 4 ◦C. Po přeneseńı sepharosy s adsor-
bovaným proteinem zpět na kolony byla sepharosa promyta celkem 350ml 10% pufru F,
který byl připraven naředěńım 35ml pufru F (složeńı viz tabulka 5) pufrem E do celkového
objemu 350ml. Protein byl eluován gravitačně 10ml pufru F do 10ml dialyzačńıho pufru
(složeńı viz tabulka 6).
Kolona byla poté regenerována promyt́ım 30ml regeneračńıho roztoku Stripp (složeńı
viz tabulka 7), 15ml destilované vody a 20ml 20% EtOH, ve kterém byla kolona zakon-
zervována a uchována v lednici k daľśımu použit́ı.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
10× PBS 1× 100ml
NaCl 500mmol · dm−3 29,2 g
imidazol 1mmol · dm−3 0,07 g
βME 2mmol · dm−3 139µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l.
Tabulka 4: Složeńı pufru E použitého při purifikaci mutantu CaMKK2 W374.
27
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
10× PBS 1× 100ml
NaCl 500mmol · dm−3 29,2 g
imidazol 400mmol · dm−3 27,2 g
βME 2mmol · dm−3 139µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l a pH upraveno na hodnotu 8.
Tabulka 5: Složeńı pufru F použitého při purifikaci mutantu CaMKK2 W374.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH=7,5) 50mmol · dm−3 50ml
NaCl 500mmol · dm−3 29,3 g
βME 4mmol · dm−3 280µl
glycerol 10% 100 g
0,5M EDTA 5mmol · dm−3 10ml
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l
Tabulka 6: Složeńı dialyzačńıho pufru použitého při purifikaci mutantu CaMKK2 W374.
Látka Výsledná koncentrace
EDTA 100mmol · dm−3
NaCl 500mmol · dm−3
Tabulka 7: Složeńı roztoku Stripp pro regeneraci kolony pro niklovou chelatačńı chro-
matografii.
3.3.2 Dialýza
Pomoćı dialýzy lze od sebe oddělit látky s r̊uznou velikost́ı molekul. Pro toto odděleńı se
použ́ıvaj́ı komerčně dostupné polopropustné membrány, jejichž póry muśı být větš́ı než je
velikost molekul dialyzovaného proteinu. Částice menš́ı než póry membrány pak difunduj́ı
ve směru koncentračńıho gradientu přes membránu a po dialýze se protein tedy nacháźı
v dialyzačńım pufru.
Pro dialýzu byla použita membrána o MWCO 14 kDa (z angl. molecular weight cut-
off ), což označuje velikost pór̊u přibližně odpov́ıdaj́ıćıch velikosti proteinu o molekulové
hmotnosti 14 kDa. Nejprve byl připraven 1 l dialyzačńıho pufru (složeńı viz tabulka 6),
který byl vychlazen na teplotu 4 ◦C. Protein eluovaný při niklové chelatačńı chromatografii
byl pipetou převeden do dialyzačńı membrány uzavřené svorkami a byl ponechán přes noc
za stálého mı́cháńı při teplotě 4 ◦C.
3.3.3 Měřeńı koncentrace proteinu
Před štěpeńım CaMKK2 W374 TEV proteasou bylo nutné určit proteinovou koncent-
raci a celkovou hmotnost proteinu. Pro toto určeńı byl použit př́ıstroj NanoPhotometer
IMPLEN, který měř́ı absorbanci roztoku při vlnové délce 280 nm a následně z Lambert-
Beerova zákona a extinkčńıho koeficientu proteinu spoč́ıtá proteinovou koncentraci roz-
toku v mg/ml. Jako referentńı vzorek pro měřeńı absorbance byl použit čistý dialyzačńı
pufr (složeńı viz tabulka 6).
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3.3.4 Štěpeńı TEV proteasou
TEV proteasa je schopná odštěpit od proteinu His-tag, tedy histidinový motiv slouž́ıćı
k zachyceńı na koloně při niklové chelatačńı chromatografii (kapitola 3.3.1 na straně 27).
Pro štěpeńı 1mg proteinu je potřeba 250U TEV proteasy, přičemž 1U = 0,125µl. Při
prvńı purifikaci bylo k 9,2mg CaMKK2 W374 přidáno 284,5µl vypurifikované TEV pro-
teasy. Při druhé purifikaci bylo k 27,8mg proteinu přidáno 869,1µl TEV proteasy. Protein
s TEV proteasou byl následně inkubován při teplotě 30 ◦C po dobu 1 hod.
3.3.5 Gelová permeačńı chromatografie
Gelová permeačńı chromatografie je separačńı metoda, při které se látky rozděluj́ı podle
velikosti molekul. Kolona pro gelovou permeačńı chromatografii je naplněna zrnitým
porézńım gelem, který tvoř́ı stacionárńı fázi. Mobilńı fázi tvoř́ı pufr, který nese vzorek
skrz kolonu, kterou r̊uzně velké látky prostupuj́ı r̊uzně rychle. Molekuly se rozděluj́ı mezi
pufr uvnitř a vně částic gelu, tedy malé molekuly se zdržuj́ı uvnitř pór̊u, zat́ımco molekuly
větš́ı než póry gelu procházej́ı kolonou bez zadržeńı a jsou tedy eluovány jako prvńı.
Před naneseńım proteinu na kolonu gelové permeačńı chromatografie je nutné protein
zakoncentrovat na 2ml a přefiltrovat. Protein byl koncentrován v koncentrátoru Amicon
Ultra MWCO 10kDa v centrifuze 5804 R při rychlosti 2300 rpm na konečný objem 1,5ml.
Poté byl protein přefiltrován přes 0,45µM filtr.
Kolona HiLoad Superdex 75 (26/600) byla promyta přefiltrovaným pufrem pro gelo-
vou permeačńı chromatografii (složeńı viz tabulka 8) a protein byl nanesen na kolonu. Ko-
lona byla promývána pufrem pro gelovou permeačńı chromatografii rychlost́ı 1,5ml/min.
Frakce byly sb́ırány do mikrozkumavek po objemu 1,5ml od 80. minuty, přičemž protein
vyeluoval mezi 85. a 95. minutou.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH=8,5) 50mmol · dm−3 50ml
NaCl 500mmol · dm−3 29,3 g
DTT 5mmol · dm−3 0,771 g
glycerol 10% 100 g
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l.
Tabulka 8: Složeńı pufru pro gelovou permeačńı chromatografii použitého při purifikaci
CaMKK2 W445F mutantu
3.4 Exprese CaM
Pro expresi kalmodulinu bylo z glycerolové konzervy bakteríı E. Coli BL21(DE3) obsa-
huj́ıćıch gen pro kalmodulin v plazmidu pET3 odebráno 6x5µl do zkumavek obsahuj́ıćı
5ml sterilńıho LB média. Do zkumavek bylo přidáno 5µl zásobńıho roztoku ampicilinu o
koncentraci 30mg/ml (výsledná koncentrace 30µg/ml) a bakterie byly kultivované přes
noc při teplotě 37 ◦C za stálého třepáńı o rychlosti 190 rpm.
Následuj́ıćı den byla každá kultura přelita do 2l Erlenmayerových baněk obsahuj́ıćıch
1000ml LB média a byl přidán 1ml zásobńıho roztoku ampicilinu o koncentraci 30mg/ml
(výsledná koncentrace 30µg/ml). Buňky byly kultivované ve třepačce při teplotě 37 ◦C a
rychlosti třepáńı 190 rpm. Pr̊uběžně byla měřena optická hustota při vlnové délce 600 nm
(OD600). Jako referenčńı vzorek bylo použito čisté LB médium. Ve chv́ıli, kdy hod-
nota OD600 vzrostla na 0,4, byla teplota sńıžena na 25
◦C. Při OD600 = 0,8 byla exprese
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kalmodulinu indukovaná přidáńım 1ml 0,5M zásobńıho roztoku IPTG do výsledné kon-
centrace 0,5mmol · dm−3. Buňky byly poté dále kultivovány v třepačce při teplotě 37 ◦C
přes noc.
Daľśı den byl obsah Erlenmayerových baněk přelit do 1l kyvet a centrifugován při rych-
losti 3400 rpm a teplotě 4 ◦C po dobu 20min. Po odlit́ı supernatantu byly pelety obsa-
huj́ıćı buňky resuspendovány na vortexu ve 250ml lyzačńıho pufru (složeńı viz tabulka 9)
a následně zhomogenizovány na magnetické mı́chačce. Suspenze bakteríı byla zmrazena
na teplotu −80 ◦C.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH = 7,5) 50mmol · dm−3 12,5ml
0,5M EDTA 2mmol · dm−3 1000µl
βME 2mmol · dm−3 34,75µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 250ml.
Tabulka 9: Složeńı lyzačńıho pufru pro resuspendaci bakteríı při expresi kalmodulinu.
3.4.1 Sonikace
Před sonikaćı byla suspenze bakteríı rozmrazena z teploty −80 ◦C a poté byla 30 minut in-
kubována s př́ıdavkem 0,02 g lysozymu při teplotě 4 ◦C. Těsně před sonikaćı byl k buňkám
přidán 1ml 0,1M roztoku PMSF.
Pomoćı sonikátoru byla p̊usobeńım ultrazvuku narušena buněčná stěna bakteríı. Buňky
byly ultrazvuku vystaveny celkem 15min, vždy 5 s ON a 15 s OFF. Sonikát byl následně
centrifugován při rychlosti 13500 rpm při teplotě 4 ◦C po dobu 40min. K supernatantu
bylo přidáno 1,5ml 1M zásobńıho roztoku CaCl2 do výsledné koncentrace 5mmol · dm−3.
3.5 Purifikace CaM
3.5.1 Chromatografie na fenyl-sepharose
Při této metodě je jako stacionárńı fáze použita hydrofobńı fenyl-sepharosa. Protein se
p̊usobeńım vysoké iontové śıly mobilńı fáze váže na stacionárńı fázi a může tak být
přečǐstěn od neproteinových nečistot.
Kolona obsahuj́ıćı 3ml fenyl-sepharosy byla postupně promyta 2×20ml H2O a 3×20ml
pufru A. Poté byl na kolonu nanesen veškerý sonikát a kolona s navázaným kalmodulinem
byla promyta 2× 20ml pufru B a 3× 20ml pufru C. Protein byl eluován 20ml pufru D.
Složeńı pufr̊u je uvedeno v tabulkách 10-13 na straně 30. Kolona byla poté regenerována
promyt́ım 3x20ml H2O a 2x20ml 20% EtOH.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH = 7,5) 50mmol · dm−3 12,5ml
5M NaCl 100mmol · dm−3 5ml
1M CaCl2 5mmol · dm−3 1,25ml
Doplněno deionizovanou vodou na objem 250ml.
Tabulka 10: Složeńı pufru A pro chromatografii na fenyl-sepharose
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Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH = 7,5) 50mmol · dm−3 10ml
5M NaCl 100mmol · dm−3 4ml
1M CaCl2 1mmol · dm−3 200µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 200ml.
Tabulka 11: Složeńı pufru B pro chromatografii na fenyl-sepharose
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH = 7,5) 50mmol · dm−3 25ml
5M NaCl 500mmol · dm−3 50ml
1M CaCl2 1mmol · dm−3 500µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 500ml.
Tabulka 12: Složeńı pufru C pro chromatografii na fenyl-sepharose
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH = 7,5) 50mmol · dm−3 2,5ml
5M NaCl 100mmol · dm−3 1ml
0,5M EDTA 1,5mmol · dm−3 100µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 50ml.
Tabulka 13: Složeńı pufru D pro chromatografii na fenyl-sepharose
3.5.2 Gelová permeačńı chromatografie
Před naneseńım na kolonu byl protein zakoncentrován v koncentrátoru v centrifuze Eppen-
dorf Centrifuge 5804R rychlost́ı 3000 rpm při teplotě 4 ◦C na konečný objem 2ml. Protein
byl centrifugován ve 2min intervalech, mezi nimiž byl vždy promı́chán automatickou pi-
petou.
Gelová permeačńı chromatografie byla provedena podle postupu popsaném v kapi-
tole 3.3.5. Byla použita kolona HiLoad Superdex 75 (26/600). Složeńı použitého pufru
pro gelovou chromatografii je uvedeno v tabulce 14. Frakce o objemu 1,5ml byly sb́ırány
od 65. minuty při pr̊utoku 1,5ml/min.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH = 7,5) 50mmol · dm−3 50ml
NaCl 150mmol · dm−3 8,77 g
CaCl2 1mmol · dm−3 0,1110 g
TCEP 1mmol · dm−3 0,2867 g
glycerol 10% 100 g
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l a pH upraveno na hodnotu 7,5.
Tabulka 14: Složeńı pufru pro gelovou permeačńı chromatografii
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3.6 Exprese TEV proteasy
Do 5ml sterilńıho LB média obsahuj́ıćıho ampicilin o koncentraci 100µg/ml a chloramfe-
nikol o koncentraci 34µg/ml bylo přidáno 10µl glycerolové zásoby buněk BL21(DE3)RIL
obsahuj́ıćıch gen pro expresi TEV proteasy. Kultura byla inkubována přes noc za kon-
stantńıho třepáńı o rychlosti 200 rpm při teplotě 37 ◦C.
Následuj́ıćı den byla kultura přenesena do připravených 900ml LB média obsahuj́ıćıho
ampicilin o koncentraci 100µg/ml a chloramfenikol o koncentraci 34µg/ml. Buněčná kul-
tura byla inkubována za konstantńıho třepáńı o rychlosti 190 rpm při teplotě 37 ◦C do op-
tické hustoty OD600 = 0,8, kdy byla exprese indukována pomoćı 1ml 0,5M roztoku IPTG
(finálńı koncentrace 0,5mmol · dm−3) a buňky byly inkubovány přes noc při teplotě 30 ◦C.
Následuj́ıćı den byla narostlá buněčná kultura centrifugována při teplotě 4 ◦C a rych-
losti 3400 rpm po dobu 20min. Peleta byla resuspendována ve 100ml lyzačńıho pufru
(složeńı viz tabulka 15 na straně 32) a zamrazena do −80 ◦C.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
10× PBS 1× 10ml
NaCl 1mol · dm−3 5,84 g
imidazol 2mmol · dm−3 0,0136 g
βME 4mmol · dm−3 28µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 100ml.
Tabulka 15: Složeńı lyzačńıho pufru pro purifikaci TEV proteasy
3.6.1 Sonikace
Před sonikaćı byla suspenze buněk obsahuj́ıćıch exprimovanou TEV proteasu rozmrazena
a naředěna 100ml lyzačńıho pufru (složeńı viz tabulka 15) pro zvětšeńı objemu. Buňky
byly inkubovány s 0,01 g lysozymu po dobu 2 hod. Poté byly bakterie vystaveny ultrazvuku
(kapitola 3.4.1) po dobu celkem 15min (15 s ON, 45 s OFF). Sonikát byl centrifugován
při rychlosti 13500 rpm a źıskaný supernatant byl použit pro daľśı krok purifikace.
3.7 Purifikace TEV proteasy
Při purifikaci TEV proteasy byla provedena niklová chelatačńı chromatografie (kapi-
tola 3.3.1). Složeńı použitých pufr̊u je uvedeno v tabulkách 16 a 17). Poté byla pro ověřeńı
čistoty provedena SDS-PAGE (kapitola 3.8) a následně dialýza (kapitola 3.3.2). Složeńı
dialyzačńıho pufru je uvedeno v tabulce 18. Daľśı den byla TEV proteasa zředěna dia-
lyzačńım pufrem do hodnoty absorbance A280 = 1,03, což odpov́ıdá koncentraci TEV pro-
teasy v roztoku 0,838mg/ml. Protein byl rozdělen do mikrozkumavek po 1ml a uchováván
při teplotě −80 ◦C.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
10× PBS 1× 100ml
NaCl 500mmol · dm−3 29,2 g
imidazol 1mmol · dm−3 0,07 g
βME 2mmol · dm−3 139µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l.
Tabulka 16: Složeńı pufru E pro purifikaci TEV proteasy
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Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
10× PBS 1× 100ml
NaCl 500mmol · dm−3 29,2 g
imidazol 600mmol · dm−3 40,8 g
βME 2mmol · dm−3 139µl
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l a pH upraveno na hodnotu 8.
Tabulka 17: Složeńı pufru F pro purifikaci TEV proteasy.
Látka Výsledná koncentrace Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl (pH=7,5) 50mmol · dm−3 50ml
DTT 5mmol · dm−3 0,7 g
glycerol 10% 100 g
0,5M EDTA 1mmol · dm−3 2ml
Doplněno deionizovanou vodou na objem 1 l.
Tabulka 18: Složeńı dialyzačńıho pufru pro purifikaci TEV proteasy.
3.8 SDS-PAGE
SDS-PAGE elektroforéza je elektromigračńı metoda prob́ıhaj́ıćı v polyakrylamidovém
gelu za př́ıtomnosti dodecylśıranu sodného. Dodecylśıran sodný je povrchově aktivńı
látka, která denaturuje proteiny a ud́ıĺı jim jednotný záporný náboj. Větš́ı molekuly maj́ı
ve vláknité struktuře polyakrylamidového gelu nižš́ı mobilitu a putuj́ı pomaleji než malé.
Molekuly se tedy rozděluj́ı podle své velikosti a potažmo i molekulové hmotnosti.
Při purifikaćıch CaMKK2 W374 mutantu a kalmodulinu byly použity 12% separačńı
a 5% zaváděćı gel. Při purifikaci TEV proteasy byly použity 15% separačńı a 5% zaváděćı
gel. Složeńı gel̊u je uvedeno v tabulkách 19 a 21.
Látka V12%gel V15%gel
Akrylamid/Bisakrylamid 3ml 3,75ml
Pufr pro separačńı gel 2ml 2ml
Deionizovaná voda 2,6ml 1,75ml
10% APS 45µl 45µl
TEMED 5µl 5µl




2M Tris-HCl, pH 8,8 75ml
10% SDS 4ml
dH2O 21ml
Tabulka 20: Složeńı pufru pro separačńı gel.
Látka Odměřené množstv́ı
Akrylamid/Bisakrylamid 0,5ml




Tabulka 21: Složeńı zaváděćıho polyakrylamidového gelu použitého při SDS-PAGE.
Látka Odměřené množstv́ı
1M Tris-HCl, pH 6,8 50ml
10% SDS 4ml
dH2O 46ml
Tabulka 22: Složeńı pufru pro zaváděćı gel.
3.8.1 Př́ıprava vzork̊u a jejich analýza
Během všech purifikaćı protein̊u (kapitoly 3.3, 3.5 a 3.7) byly po jednotlivých kroćıch
odeb́ırány vzorky po 20µl pro kontrolu čistoty proteinu a úspěšnosti dané metody. Ke kaž-
dému vzorku bylo přidáno 5µl pufru pro př́ıpravu vzorku (složeńı viz tabulka 23). Poté
byly vzorky denaturovány zahřát́ım na 100 ◦C.
Při každé SDS-PAGE bylo do prvńıho žlábku gelu naneseno 5µl standardu moleku-
lových hmotnost́ı Protein Blue Standard a do daľśıch žlábk̊u jednotlivé vzorky. Apara-
tura pro SDS-PAGE byla naplněna 1× koncentrovaným elektroforetickým pufrem (složeńı
10× koncentrovaného zásobńıho roztoku viz tabulka 24). Elektroforéza prob́ıhala při kon-
stantńım napět́ı 200V.
Látka Odměřené množstv́ı




1% bromfenolová modř 1ml
dH2O 0,9ml






Doplnit deionizovanou vodou do 1 l.
Tabulka 24: Složeńı 10× koncentrovaného elektroforetického pufru pro SDS.
3.8.2 Vizualizace gel̊u
Po skončeńı SDS-PAGE byly gely přivedeny k varu v destilované vodě, aby došlo k od-
straněńı přebytečného dodecylśıranu sodného. Poté byly gely přivedeny k varu a 20min
inkubovány v barv́ıćım roztoku Coomassie Staining solution (složeńı viz tabulka 25),
aby došlo k obarveńı protein̊u v gelu. Následně byly gely vloženy do destilované vody a
přivedeny k varu, č́ımž došlo k odbarveńı gel̊u, přičemž proteiny z̊ustaly i po tomto kroku
obarveny.
Látka Odměřené množstv́ı
Coomassie Blue R-250 1 g
methanol 450ml
deionizovaná voda 450ml
konc. kyselina octová 100ml
Tabulka 25: Složeńı barvićıho roztoku po barveńı gel̊u pomoćı Coomassie Blue R-250.
3.9 Měřeńı př́ıstupnosti Trp374 pomoćı zhášeńı stacionárńı tryp-
tofanové fluorescence akrylamidem
3.9.1 Př́ıprava vzork̊u
Frakce CaMKK2 W374 źıskané po gelové permeačńı chromatografii (kapitola 3.3.5) byly
sloučeny a pomoćı dialýzy (kapitola 3.3.2) převedeny do pufru určeného pro měřeńı tryp-
tofanové fluorescence (tabulka 26). Na nanofotometru IMPLEN byla změřena proteinová
koncentrace připraveného CaMKK2W374 a kalmodulinu. CaMKK2W374 źıskaný z druhé
purifikace zakoncentrován a poté naředěn tak, aby se proteinové koncentrace obou roz-
tok̊u rovnaly. Pro př́ıpravu vzork̊u tedy byl použit roztok CaMKK2 W374 o koncentraci
15,5µmol · dm−3 a roztok kalmodulinu o koncentraci 220µmol · dm−3. Pro zhášeńı byl
připraven roztok akrylamidu o koncentraci 3mol · dm−3. Složeńı měřených vzork̊u je uve-
deno v tabulce 27.
Pufr pro měřeńı fluorescence 1 l
50mM Tris-HCl (pH=7,5) 50ml 1M zás. roztoku
150mM NaCl 8,77 g
1mM CaCl2 0,1110 g
10% glycerol 100 g
1mM TCEP 0,2867 g
Tabulka 26: Složeńı pufru použitého při měřeńı fluorescenčńıho zářeńı CaMKK2 W374
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Tabulka 27: Složeńı vzork̊u pro měřeńı tryptofanové fluorescence
3.9.2 Měřeńı zhášeńı fluorescence
Fluorescence CaMKK2 W374 byla měřena na spektrofluorimetru PC1 s použit́ım štěrbin
velikosti 1mm. Nejprve byla proměřena excitačńı a emisńı spektra pro CaMKK2 W374
samotný a pro směs CaMKK2 W374 s kalmodulinem. Excitačńı spektra byla měřena
v rozsahu vlnových délek 200–300 nm při emisńı vlnové délce 325 nm a emisńı spektra
v rozsahu vlnových délek 320–400 nm při excitačńı vlnové délce 295 nm.
Následně byla fluorescence CaMKK2 W374 zhášena titraćı 3M roztokem akrylamidu.
Pro každou koncentraci akrylamidu ve vzorku bylo změřeno 10 hodnot intenzity fluo-
rescence tryptofanu při excitačńı vlnové délce 295 nm a při emisńı vlnové délce 325 nm.
Hodnoty koncentraćı přidaného akrylamidu jsou uvedeny v tabulce 28.
[Q]/mmol · dm−3
(Vzorky č. 1–2)














Tabulka 28: Koncentrace akrylamidu v pr̊uběhu titrace. [Q] je koncentrace akrylamidu
ve vzorku při daném kroku titrace. Vzorky č. 1 a 2 obsahuj́ı pouze CaMKK2 W374.
Vzorky č. 3–5 obsahuj́ı CaMKK2 W374 v př́ıtomnosti CaM.
Pro každou koncentraci akrylamidu také byla změřena absorbance při obou vlnových
délkách, tedy 295 nm a 325 nm.
3.10 Vyhodnoceńı výsledk̊u
Při každém měřeńı bylo źıskáno deset hodnot intenzity fluorescenčńıho zářeńı pro každou
koncentraci akrylamidu v pr̊uběhu titrace. Nejprve byla spoč́ıtána pr̊uměrná hodnota
intenzity fluorescenčńıho zářeńı I pro každý krok titrace a směrodatná odchylka. Pro tyto
výpočty byly v programu MS Excel použity funkce PRŮMĚR a SMODCH.
Daľśım krokem výpočtu byla korekce na změnu objemu (rovnice 11), kde Ipred je
pr̊uměrná hodnota intenzity fluorescence před korekćı, IV je hodnota fluorescence po ko-
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rekci na objem, V0 je p̊uvodńı objem vzorku bez akrylamidu a V je součet p̊uvodńıho





Dále byla provedena korekce na vnitřńı filtr (rovnice 12), kde F označuje intenzitu
fluorescence po obou korekćıch, IV označuje intenzitu fluorescence po korekci na změnu
objemu vzorku, A295 je absorbance změřená při vlnové délce 295 nm a A325 je absorbance
změřená při vlnové délce 325 nm [51].
F = Iv · exp10
(




Tato korekce je nutná z toho d̊uvodu, že vzorek určitou malou část procházej́ıćıho
zářeńı absorbuje a t́ım snižuje intenzitu. Protože byla použita kyveta s obdélńıkovým pro-
filem (obrázek 11), byla absorbance při emisńı vlnové délce vynásobena koeficientem 0,4.
Tento koeficient odpov́ıdá rozd́ılu mezi vnitřńımi rozměry kyvety ve směru excitačńıho
zářeńı a ve směru emisńıho zářeńı.
Obrázek 11: Pr̊uřez kyvetou použitou pro měřeńı fluorescenčńıho zářeńı CaMKK2 W374
mutantu a jej́ı rozměry. Modré šipky označuj́ı směr excitačńıho a emisńıho zářeńı.
Pro každý krok titrace každého vzorku byly spoč́ıtány hodnoty F0/∆F a 1/[Q], při-
čemž [Q] je koncentrace akrylamidu v určitém kroku titrace, F0 je intenzita tryptofanové
fluorescence vzorku před titraćı a ∆F = F0 − F , kde F je intenzita tryptofanové flu-
orescence při př́ıslušném kroku titrace. V programu Origin byly pro jednotlivé vzorky
vytvořeny grafy, do kterých byly podle rovnice (13) na osu x vyneseny hodnoty 1/[Q]
menš́ı než 10 a na osu y hodnoty F0/∆F . Vynesené body byly proloženy lineárńı re-
greśı, z jej́ıchž parametr̊u byla odečtena hodnota posunu na ose y, tedy 1/fa, a hodnota
směrnice, tedy 1/(fa ·Ka). Z těchto parametr̊u byla spoč́ıtána frakce Trp374 př́ıstupná flu-











Při každém kroku při vyhodnoceńı byla taktéž přepoč́ıtána standardńı chyba měřeńı
podle standardńıch pravidel pro propagaci chyby.
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4 Výsledky
4.1 Purifikace CaMKK2 W374
Jedńım z ćıl̊u práce byla purifikace CaMKK2 W374. Hlavńımi kroky purifikace byla
niklová chelatačńı chromatografie, štěpeńı TEV proteasou a gelová permeačńı chromato-
grafie. Po každém z těchto krok̊u byla provedena SDS-PAGE na 12% polyakrylamidovém
gelu (složeńı uvedeno v tabulce 19 na straně 33). Purifikace byla provedena celkem 2×,
ukázané jsou gely jedné z nich.
4.1.1 Niklová chelatačńı chromatografie
Při niklové chelatačńı chromatografii byl protein eluován gravitačně najednou do 10ml
dialyzačńıho pufru. Během eluce byla vždy odebrána jedna kapka proteinu nezředěného di-
alyzačńım pufrem. Př́ıtomnost a čistota proteinu byla ověřena pomoćı SDS-PAGE na 12%
polyakrylamidovém gelu (Obrázek 12). Po vizualizaci proteinu na gelu byla př́ıtomnost
proteinu v eluovaném roztoku prokázána porovnáńım molekulové hmotnosti obarveného
vzorku (∼ 63000) s očekávanou molekulovou hmotnost́ı (57494).
Obrázek 12: Vizualizovaný 12% gel SDS-PAGE provedený po niklové chelatačńı chroma-
tografii. Na gel bylo naneseno zleva 5µl standardu molekulových vah (M, z angl. marker),
vzorek eluovaného proteinu (E), vzorek proteinu zředěného dialyzačńım pufrem (Z) a vzo-
rek pelety po sonikaci (P). Nanášené vzorky obsahovaly vždy 20µl odebraného proteinu
a 5µl vzorkového pufru.
4.1.2 Štěpeńı TEV proteasou
Úspěšnost odštěpeńı histidinové kotvy z CaMKK2 byla ověřena provedeńım SDS-PAGE
s použit́ım 12% polyakrylamidového gelu (obrázek 13 na straně 39). Po vizualizaci pro-
teinu na gelu byla úspěšnost štěpeńı prokázána porovnáńım molekulové hmotnosti obar-
veného vzorku po odštěpeńı kotvy (∼ 43000) s očekávanou molekulovou hmotnost́ı (47840).
Z obrázku 13 je patrné, že štěpeńı proběhlo úspěšně a téměř žádný protein nez̊ustal
v p̊uvodńı formě.
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Obrázek 13: Vizualizovaný 12% gel SDS-PAGE provedený po štěpeńı TEV protea-
sou. Na gel bylo naneseno zleva 5µl standardu molekulových vah (M), vzorek proteinu
před štěpeńım a vzorek proteinu po štěpeńı. Nanášené vzorky obsahovaly vždy 20µl ode-
braného proteinu a 5µl vzorkového pufru.
4.1.3 Gelová permeačńı chromatografie
Daľśım krokem purifikace CaMKK2W374 mutantu byla gelová permeačńı chromatografie.
Během eluce byly j́ımány frakce po 1,5ml. Na základě chromatogramu źıskaném během
eluce (obrázek 15) byly vzorky pro SDS-PAGE odebrány z frakćı 8-18. Následně byla
př́ıtomnost a čistota proteinu v těchto frakćıch ověřena pomoćı SDS-PAGE na 12% po-
lyakrylamidovém gelu (Obrázek 14). Pro následné zhášeńı tryptofanové fluorescence byl
použity frakce 11-14. Proteinová koncentrace těchto frakćı byla 0,155mg/ml v objemu
6ml, což odpov́ıdá výtěžku 0,930mg a koncentraci 3,24µmol · dm−3. Před samotným
měřeńım intenzity fluorescence byla koncentrace roztoku upravena na 15,5µmol · dm−3.
Obrázek 14: Vizualizované 12% gely SDS-PAGE provedené po gelové permeačńı chro-
matografii při purifikaci CaMKK2 W374 mutantu. Na levý gel bylo naneseno zleva 5µl
standardu molekulových vah (M), vzorek proteinu odebraný před gelovou permeačńı chro-
matografiı, a poté vzorky frakćı 8–15. Na pravý gel bylo naneseno zleva 5µl standardu
molekulových vah (M) a vzorky odebrané z frakćı 16-18. Nanášené vzorky obsahovaly
vždy 20µl odebraného proteinu a 5µl vzorkového pufru.
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Obrázek 15: Chromatogram źıskaný během gelové permeačńı chromatografie při purifi-
kaci CaMKK2 W374 mutantu.
4.2 Purifikace CaM
Nejd̊uležitěǰśımi kroky při purifikaci kalmodulinu byla chromatografie na fenyl-sepharose
a gelová permeačńı chromatografie. Po každém z těchto krok̊u byla provedena SDS-PAGE
na 12% polyakrylamidovém gelu (složeńı uvedeno v tabulce 19 na straně 33).
4.2.1 Chromatografie na fenyl-sepharose
Při eluci proteinu během chromatografie na fenyl-sepharose bylo naj́ımáno 13 frakćı o ob-
jemu přibližně 1,5ml. Př́ıtomnost a čistota kalmodulinu byla ověřena pomoćı SDS-PAGE
na 12% polyakrylamidovém gelu (obrázek 16 na straně 41). Na vizualizovaném gelu byla
př́ıtomnost kalmodulinu v sesb́ıraných frakćıch prokázána porovnáńım molekulové hmot-
nosti obarveného vzorku (∼ 17000) s očekávanou molekulovou hmotnost́ı (16838). Vzhle-
dem k nečistotám ve frakćıch 10 a 12 byly pro daľśı kroky purifikace sloučeny frakce 2–9.
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Obrázek 16: Vizualizovaný 12% gel SDS-PAGE provedený po fenyl-sepharosové chro-
matografii při purifikaci kalmodulinu. Na gel bylo naneseno zleva 5µl standardu moleku-
lových vah (M) a poté vzorky frakćı př́ıslušně oč́ıslovaných. Nanášené vzorky obsahovaly
vždy 20µl odebraného proteinu a 5µl vzorkového pufru.
4.2.2 Gelová permeačńı chromatografie
Daľśım krokem purifikace kalmodulinu byla gelová permeačńı chromatografie, kdy byly
během eluce j́ımány frakce po 1,5ml. Podle chromatogramu źıskaného během eluce (obrá-
zek 18 na straně 42) byly vzorky pro SDS-PAGE odebrány z frakćı 43-55, jejichž čistota
byla ověřena pomoćı SDS-PAGE na 12% polyakrylamidovém gelu (obrázek 17). Byly
sloučeny frakce 44–54, které byly zakoncentrovány na výslednou proteinovou koncentraci
3,41mg/ml v objemu 900µl, což odpov́ıdá výtěžku 3,07mg kalmodulinu.
Obrázek 17: Vizualizované 12% gely SDS-PAGE provedené po gelové permeačńı chro-
matografii při purifikaci kalmodulinu. Na levý gel bylo naneseno zleva 5µl standardu
molekulových vah (M) a poté vzorky frakćı 43–51. Na pravý gel bylo naneseno zleva 5µl
standardu molekulových vah (M) a poté vzorky frakćı 52-55. Nanášené vzorky obsahovaly
vždy 20µl odebraného proteinu a 5µl vzorkového pufru.
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Obrázek 18: Chromatogram źıskaný během gelové permeačńı chromatografie při purifi-
kaci kalmodulinu.
4.3 Purifikace TEV proteasy
Prvńım krokem purifikace TEV proteasy byla niklová chelatačńı chromatografie, při které
bylo gravitačńı elućı naj́ımáno 14 frakćı o objemu cca 1,5ml. Př́ıtomnost a čistota TEV pro-
teasy byla ověřena pomoćı SDS-PAGE na 15% polyakrylamidovém gelu (obrázek 19). Pro
daľśı kroky purifikace byly sloučeny frakce 3–14.
Obrázek 19: Vizualizované 15% gely SDS-PAGE provedené po niklové chelatačńı chro-
matografii při purifikaci TEV proteasy. Na levý gel bylo naneseno zleva 5µl standardu
molekulových vah (M) a poté vzorky frakćı 1–9, na pravý gel bylo naneseno zleva 5µl
standardu molekulových vah (M) a poté vzorky frakćı 10–14. Nanášené vzorky obsahovaly
vždy 20µl odebraného proteinu a 5µl vzorkového pufru.
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Poté byla provedena dialýza a následně byla změřena absorbance roztoku TEV prote-
asy, která byla naředěna tak, aby hodnota absorbance při vlnové délce 280 nm měla hod-
notu 1,03. Tato hodnota odpov́ıdá koncentraci 0,838mg/ml. Celkem bylo źıskáno 35ml
TEV proteasy, což odpov́ıdá celkovému výtěžku 29mg.
4.4 Měřeńı excitačńıch a emisńıch spekter CaMKK2 W374 mu-
tantu
Spektra naměřená postupem popsaným v kapitole 3.9 byla zobrazena v programu Origin.
Porovnáńım excitačńıho a emisńıho spektra CaMKK2 W374 mutantu v nepř́ıtomnosti
(20) a v př́ıtomnosti kalmodulinu (21) lze konstatovat, že interakce s CaM nemá výrazný
vliv na tvar excitačńıho a emisńıho spektra Trp374.
Obrázek 20: Excitačńı a emisńı spektrum CaMKK2 W374 mutantu v nepř́ıtomnosti
kalmodulinu
Obrázek 21: Excitačńı a emisńı spektrum CaMKK2 W374 mutantu v nepř́ıtomnosti
kalmodulinu
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4.5 Měřeńı př́ıstupnosti Trp374 pomoćı zhášeńı stacionárńı tryp-
tofanové fluorescence akrylamidem
Hlavńım ćılem práce bylo určeńı př́ıstupnosti pozice 374 ve struktuře CaMKK2 W374. Na
základě nejbližš́ıho okoĺı Trp374 (obrázek 10 na straně 21) lze ř́ıci, že tryptofan na této po-
zici je tzv. pohřbený. Proto je pravděpodobné, že zhášeńı bude účinné jen částečně a bude
ř́ıdit závislost́ı popsanou modifikovanou Stern-Volmerovou rovnićı (10). Data vynesená do
grafu podle Stern-Volmerovy rovnice (3) (obrázek 22) neposkytuj́ı lineárńı závislost a tedy
potvrzuj́ı předpoklad, že je zhášená pouze část Trp374.
Obrázek 22: Graf vytvořený podle klasické Stern-Volmerovy rovnice pro vzorek
CaMKK2 W374 mutant v nepř́ıtomnosti kalmodulinu. Z pozice bod̊u v grafu lze určit, že
se zhášeńı fluorescence Trp374 neř́ıd́ı klasickou Stern-Volmerovou rovnićı (3), ale modifi-
kovanou Stern-Volmerovou rovnićı (10).
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Data byla vyhodnocena podle postupu popsaném v kapitole 3.10 na straně 3.10.
Ze źıskané lineárńı závislosti F0/∆F na [Q]
−1 pro CaMKK2 W374 v nepř́ıtomnosti a v
př́ıtomnosti kalmodulinu (obrázek 23) byly spoč́ıtány hodnoty př́ıstupné frakce Trp374 fa
a Stern-Volmerovy konstanty této frakce Ka (tabulka 29).
Obrázek 23: Modifikované Stern-Volmerovy grafy pro zhášeńı fluorescence CaMKK2
W374 akrylamidem. Vlevo zobrazeny výsledky měřeńı fluorescence CaMKK2 W374




− CaM 0,69± 0,09 1,9± 0,3
+ CaM 0,53± 0,06 3,1± 0,4
Tabulka 29: Výsledné hodnoty př́ıstupné frakce Trp374 fa a jej́ı Stern-Volmerovy kon-
stanty Ka pro protein CaMKK2 W374 v nepř́ıtomnosti a v př́ıtomnosti kalmodulinu.
Měřeńı naznačila, že interakce CaMKK2 s kalmodulinem zp̊usobuje strukturńı změny
v bĺızkém okoĺı Trp374. Na základě źıskaných hodnot př́ıstupné frakce fa a Stern-Volmerovy
konstanty Ka pro CaMKK2 W374 v nepř́ıtomnosti a v př́ıtomnosti kalmodulinu lze kon-
statovat, že interakce s kalmodulinem snižuje př́ıstupnost Trp374.
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5 Diskuse
Ca2+/kalmodulin-dependentńı proteinkinasakinasa 2 (CaMKK2) je d̊uležitou součást́ı
tzv. CaMK kaskády, která se pod́ıĺı na mnoha procesech v těle, jako např. na genové
transkripci, potlačeńı apoptózy nebo utvářeńı paměti. CaMKK2 je stejně jako ostatńı
členové kaskády závislá na aktivaci prostřednictv́ım interakce s komplexem Ca2+/CaM,
protože kv̊uli překryvu autoinhibičńı a Ca2+/CaM-vazebné domény vazba kalmodulinu
zp̊usobuje blokaci interakce autoinhibičńı domény s kinasovou doménou. Tato inhibuj́ıćı
interakce může být také potlačena samotnou kinasou, konkrétně úsekem 23 aminokyselin
na jej́ım N-konci, který vyvolává autoaktivaci CaMKK2.
Komplex Ca2+/CaM se váže na všechny kinasy CaMK kaskády. Struktura CaMKK2 se
lǐśı od struktury ostatńıch kinas CaMK kaskády, zejména v mı́stě bĺızkém autoinhibičńı
doméně. Zat́ımco většina ostatńıch proteinkinas (např. PKA nebo CaMKIV) obsahuj́ı
ve své struktuře αD-helix, ve struktuře CaMKK2 je tento úsek nahrazen hydrofobńı β5-
αE-smyčkou. Tato strukturńı odlǐsnost se nacháźı v mı́stě 274-284 a je bĺızko autoinhibičńı
domény a zp̊usobuje tak odlǐsnost interakce mezi autoinhibičńı a kinasovou doménou
oproti ostatńım kinasam. Na základě krystalové struktury CaMKK2 (obrázek 1 na straně 9
a obrázky 10 na straně 21) bylo zjǐstěno, že v bĺızkosti tomuto mı́stu se také nacháźı Trp374.
Ćılem práce bylo pokusit se zjistit, zda vazba komplexu Ca2+/CaM ovlivňuje strukturu
CaMKK2 v okoĺı β5-αE-smyčky a sousedńıho αE-helixu.
Pro zjǐstěńı vlivu vazby Ca2+/CaM na strukturu CaMKK2 bylo využito schopnosti
indolové skupiny tryptofanového zbytku emitovat fluorescenčńı zářeńı a ovlivňovat jeho
intenzitu tzv. zhášedlem. Sledovaný Trp374 je však ve struktuře proteinu pohřbený a
proto jeho př́ıstupnost zhášedlu je pouze částečná a záviśı na neustálém pohybu molekuly
a neustálých změnách terciárńı struktury proteinu.
V primárńı struktuře CaMKK2 se nacháźı dva tryptofanové zbytky, Trp374 a Trp445,
přičemž Trp374 je se nacháźı v bĺızkosti β5-αE-smyčky. Nejprve byl proto připraven
mutant CaMKK2 W445F, tedy protein, v jehož primárńı struktuře je Trp445 nahra-
zen fenylalaninovým zbytkem a protein tak obsahuje pouze jediný tryptofan na po-
zici 374. Takto připravený mutant byl úspěšně vypurifikován s výtěžkem 0,930mg. Pro
daľśı měřeńı byl protein použit ve formě roztoku proteinu v pufru o proteinové koncen-
traci 15,5µmol · dm−3. Pro zjǐstěńı vlivu interakce s komplexem Ca2+/CaM byl použit
vypurifikovaný kalmodulin v roztoku o koncentraci 220µmol · dm−3.
Připravený protein byl titrován akrylamidem a během titrace byla měřena intenzita
fluorescence Trp374. Měřeńı bylo provedeno opakovaně pro vzorek CaMKK2 v nepř́ıtomno-
sti i v př́ıtomnosti kalmodulinu. Źıskaná data byla upravena podle modifikované Stern-
Volmerovy rovnice (rovnice (10) na straně 22) a vynesena do graf̊u.
Ze źıskaných modifikovaných Stern-Volmerových rovnic bylo zjǐstěno, že interakce
s kalmodulinem pravděpodobně ovlivňuje strukturu CaMKK2 v oblasti Trp374. Př́ıstupnost
dané oblasti po interakci s kalmodulinem klesla z 69% na 53%, což naznačuje, že interakce
s kalmodulinem a tedy aktivace CaMKK2 zp̊usob́ı větš́ı pohřbeńı Trp374 ve struktuře. Ke
změně docháźı také v př́ıpadě Stern-Volmerovy zhášećı konstanty př́ıstupné frakce tryp-
tofanu Ka.
Tato práce ukázala, že vazba kalmodulinu na CaMKK2 ovlivňuje strukturu kina-
sové domény CaMKK2 v oblasti β5-αE-smyčky a sousedńıho αE-helixu. To naznačuje,
že v nepř́ıtomnosti kalmodulinu interaguje tato oblast kinasové domény s autoinhibičńı
doménou, zat́ımco po vazbě kalmodulinu se tato interakce měńı nebo úplně ztráćı.
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6 Závěr
• Byla exprimována a vypurifikována CaMKK2W374 v čistotě a množstv́ı dostatečném
pro fluorescenčńı měřeńı. Úspěšnost purifikace byla ověřena pomoćı SDS-PAGE.
• Byl exprimován a vypurifikován kalmodulin (CaM) v čistotě a množstv́ı dostatečném
pro fluorescenčńı měřeńı. Úspěšnost purifikace byla ověřena pomoćı SDS-PAGE.
• Byla exprimována a vypurifikována TEV proteasa použita pro štěpeńı CaMKK2
W374. Úspěšnost purifikace byla ověřena pomoćı SDS-PAGE.
• Pomoćı metody dynamického zhášeńı fluorescence byla naznačena změna př́ıstupnosti
Trp374 CaMKK2 W374 při interakci s kalmodulinem.
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